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1. 研究背景 
ヒトのゲノムには約 2万の遺伝子があり，同種類と思われ
ている細胞集団の中でも，遺伝子発現などの内部状態や外部
への応答は個々の細胞間で大きく異なることが広く知られ
ている(1)．この多様性を明らかにすることで，がん細胞，免
疫細胞や幹細胞の機能の詳細なメカニズムを解明し，関連す
る診断・治療法の開発や再生医学に多大な貢献が見込まれる． 
1細胞に含まれる遺伝子発現を解析するには，mRNAを逆
転写し増幅させる（RT-PCR 反応）必要がある．そのために
は，1 細胞よりも大きな反応容積（ナノリットル程度）が必
要であるという報告がある(2)．現在，マイクロ流体技術を応
用した個々の細胞の遺伝子発現状態を解析する技術が姿を
現してきたが，作製方法が複雑で高コストである， 解析可
能な細胞数は 100程度にとどまっている，大きな反応容積を
得るために 1 細胞当たりに必要なチップ面積が大きくなる，
という課題が残る(2)． 
本研究では，多数の 1細胞遺伝子発現解析を実現するシス
テムの構築に向けて，複雑な機構を持たず，反応容積を確保
できるような 3次元構造のマイクロチャンバーを用いた 1細
胞解析デバイスを開発した． 
 
2. デバイスの作製 
2.1 ３次元マイクロチャンバーのデザイン 
本研究で検討した 3 次元マイクロチャンバーの概念図を
Fig. 1 に示す．直径数十 μm程度の円筒に，直径と長さが約
10 μmのネック部分を持つ構造をアレイ状に形成する．この
構造を鋳型としてシリコーンゴム（PDMS）の型どりプロセ
スを行い，3次元構造を持つくぼみを転写する．  
 従来の 2次元的な（単純円筒形状の）マイクロチャンバー
では，1 細胞を補足するためにはチャンバーの容積を細胞と
同程度（ピコリットル程度）にする必要がある（Fig. 1a)．し
かし，アッセイの種類によっては，試薬量が十分でない，ま
たは，反応後に得られる産物量が少ない場合がある．一方，
チャンバーの容積を 1細胞よりも大きくするだけでは，複数
の細胞が入ってしまう．本マイクロチャンバーデザインは，
細胞がくびれ部分で止まるため，1細胞捕捉を可能にしつつ，
反応に必要な余剰体積を提供するものである（Fig. 1b)． 
 
2.2 ３次元マイクロチャンバーデバイスの作製 
PDMS を材料として，3 次元マイクロチャンバーと流路を
積層したデバイスを作製した．デバイス全体の概略図を Fig. 
2に示す．マイクロ光造形装置（ACCULAS SI-C1000，D-MEC
社）を用いて，ネック部を持つ円筒形の鋳型を造形した．試
薬供給部直径 30 μm，ネック部直径 10 μm，全体高さ 110 μm， 
細胞捕捉部高さ 30 μm，細胞捕捉部直径（D）20～40 μmと
してデザイン・造型した．チャンバー間隔を 150 μmとして， 
 
Fig. 1 Schemiatic of the conventional and 3D microchamber 
architecture. (sectional view).  
 
 
Fig. 2 Overview of the microchamber device. 
 
   
Fig. 3 SEM images of the master molds with various diameter of 
the cell capture volume. Scale bar is 30μm. 
 
 
Fig. 4 (a) Section of the PDMS microchamber after demolding. (D 
= 30 μm). Scale bar is 50μm. (b) Overview of the microchamber 
device integrated with the channel. 
 
100×100のアレイ状に配置した．未硬化樹脂の洗浄後に撮影
した電子顕微鏡画像を Fig. 3に示す．その後，PDMSの離型
を促すためにパリレン C樹脂を気相蒸着した．鋳型構造のサ
イズの大幅な増加を抑えるため，蒸着膜厚は 2 μmとした．
流路は，カッティングプロッタで切り出した粘着シートを鋳
型として作製した．1本の流路サイズは幅 3 mm，長さ約 20 
mm，高さ 50 μmである． 
それぞれの鋳型に未硬化の PDMS樹脂を流し込み，硬化後
必要な部分をナイフで切り出した後，流路の注入口にパンチ
で直径 1.5 mmの穴をあけた．その後酸素プラズマを照射し，
離型したチャンバーと流路を接着した．D = 30 μmにおける
型どり後のチャンバー断面と，流路貼り合わせ後のデバイス
を Fig. 4に示す． 
 
3. 細胞封入実験 
3.1 実験方法 
 本実験では，直径約 10 μmの浮遊系免疫細胞である Jurkat
細胞（25.0 × 106 cells/ml）を使用した．細胞の観察を明確に
確認できるようにするために，細胞を 5 μg/ml の Hoechst 
33342 で 20分間処理し，核染色を行った． 
デバイスを 10 分間脱気することで，チャンバー内の気泡
を抜けやすくした．Fig. 2のデバイス注入口に，ピペットマ
ンを用いて細胞の懸濁液を導入し，数回のピペッティング操
作を行った（Fig. 5 a, b）．続いて，疎水性流体（フルオロカ
ーボンオイル，FC-40, 3M）を導入して，チャンバーを区画
化するとともに封入されていない細胞を取り除いた（Fig. 5 c, 
d）(3)．その後，蛍光顕微鏡で観察を行った．1 流路につき，
細胞懸濁液は 5 μl（約 12.5 × 104 cells），疎水性流体は 20 μl
使用した． 
 
Fig. 5 Procedure for the single-cell encapsulation. 
 
3.2 実験結果 
 細胞捕捉部直径（D）を変化させたそれぞれのチャンバー
に細胞を導入し，疎水性流体を導入した後に蛍光顕微鏡で撮
影した写真を Fig. 6 に示す．Hoechst 33342で核染色した細胞
が，チャンバーに封入されている様子を明確に確認すること
ができた．異なる Dについて封入効率を比較すると，チャン
バー直径が大きくなると封入効率が高くなる傾向が見られ
た（Fig. 7）．しかし，直径が最も大きい 40 μmのチャンバー
では，一つのチャンバーに細胞が 2個以上入る確率が高くな
り，目的である 1細胞解析には不向きであることを確認した．  
 
Fig. 6 Micrographs of the device after encapsulation of Jurkat cells. 
Scale bar is 100μm. 
 
Fig. 7 Distribution of the number of cells enclosed in individual 
chambers with various opening diameters. Each bar represents the 
percentage of microchambers occupied by zero, one, two or three 
cells. 
 
Fig. 8 Comparison with the Poission (random) distribution for the 
case of D = 30 μm.  
 
直径が 30 μmのチャンバーに着目すると，一つのチャンバ
ーに細胞が 2 個以上入る確率が 3 ％以下であった，そして，
一つのチャンバーに 1 個細胞が入る確率は約 60 ％であり，
平均値が等しいポアソン分布から予測される確率よりも 2倍
近く高くなった（Fig. 8）．ポアソン分布とは，細胞数を希釈
していった際に，各ウェルに細胞がランダムに入った場合の
数分布を示すものである．この結果より，本実験で作製した
デバイスにおいて，1細胞捕捉を高効率で実現するには，D = 
30 μmが有効であることを確認した． 
4. デバイス内での１細胞解析 
本デバイスを用いた 1細胞解析の実行可能性を検証するた
めに，アポトーシス解析を行った．アポトーシスとは，多細
胞生物の体を構成する細胞死の方式の一種で，細胞の自殺と
も呼ばれる．アポトーシスには様々な因子が関与するが，最
終的には蛋白分解酵素であるカスパーゼが活性化されるこ
とにより，アポトーシスが誘導される(4)．このアポトーシス
を誘発する薬剤で細胞を処理し，カスパーゼを活性化させ，
その後アポトーシスの検出試薬を添加することで細胞の解
析を行った． 
 
4.1 解析原理 
 本実験では，カスパーゼの基質を含む，溶解液と反応液の
両方の機能を持つ検出試薬（ Apo-ONE Homogeneous 
Caspase-3/7 Assay, Promega 社）を用いた．カスパーゼの基質
は，蛍光物質である Rhodamine 110 とその蛍光を阻害する
Z-DEVDが合成された物質である．アポトーシス状態の細胞
にこの検出試薬を添加すると，溶解成分により細胞膜が溶解
される．その後，細胞中のカスパーゼと検出試薬中のカスパ
ーゼ基質が出会うと切断反応が起こる．この反応により
Z-DEVDが切り離され，蛍光物質が蛍光を発する（Fig. 9）．
この蛍光輝度値を測定し，1 細胞毎のアポトーシス解析を行
った． 
 
 
Fig. 9 Overview of the apoptosis assay. 
 
4.2 実験方法 
本実験でも，同じく Jurkat 細胞（1.0 × 106 cells/ml）を使用
した．細胞は，アポトーシスを誘発する薬剤のカンプトテシ
ン（CPT）5μM で 24 時間処理をした．アポトーシス誘導に
関与するカスパーゼ活性の検出試薬とともに，細胞懸濁液を
デバイスに導入し，Fig. 5と同様の操作により細胞を区画化
した．その状態のまま室温で 1時間インキュベーションした
後，蛍光顕微鏡で観察を行った． 1流路につき，細胞懸濁液
は 5 μl（約 5000 cells），疎水性流体は 20 μl使用した． 3. の
実験より，1細胞の封入効率が一番高い捕捉部直径 30 μmの
チャンバーを用いた． 
 
4.3 実験結果 
 インキュベーション後に顕微鏡で撮影した明視野画像と
蛍光画像を Fig. 10に示す．細胞が封入されている箇所では，
検出試薬中のカスパーゼの基質が細胞内で誘導されたカス
パーゼによって分解されたことで，蛍光輝度が高くなったこ
とを確認した． Fig. 11 に，各チャンバー内の蛍光輝度値の
ヒストグラムを示す．細胞が存在しない空のチャンバーに比
べ，細胞が存在するチャンバーの輝度値は幅広い分布を持ち，
誘導されたカスパーゼ活性が細胞毎に大きなばらつきを持
つことが示唆される．以上のことから，チャンバー内で 1細 
 
Fig. 10 Micrographs of the device after the caspase assay for cells 
incubated with CPT. Scale bar is 50 μm. 
 
 
Fig. 11 Histogram of the fluorescence intensity in the individual 
chambers. 
 
胞由来の酵素活性を検出可能であることが確認でき，本デバ
イスの 1細胞解析における有用性が示された． 
 
5. デバイス内での全ゲノム DNA増幅実験 
次世代シーケンサーの普及により，1 細胞毎に遺伝子配列
解析を行いその多様性を調べる研究が現実的になってきた(5)．
1 細胞に含まれる遺伝子は 1 または 2 コピーしかないため，
遺伝子を増幅させる必要がある．本実験では，3 次元チャン
バーデバイス内において，1 細胞遺伝子配列解析の前段階と
しての等温の遺伝子増幅反応を，精製された DNA を用いて
行った． 
 
5.1 実験原理 
 29DNA ポリメラーゼを用いた DNA 等温増幅反応の原理
を Fig. 12 に示す．DNA複製に必要な核酸の断片であるプラ
イマーが，一本鎖 DNAに複数箇所で結合する．続いて DNA
ポリメラーゼが結合し，DNAの材料となる dNTP を DNA鎖
に合成していく．合成が進むと相補鎖の置換により新たな一
本鎖 DNA が生じる．その箇所にプライマーが結合すること
で合成を繰り返し，増幅していく．  
 
5.2 実験方法 
illustra Single Cell GenomiPhi DNA Amplification Kit（GE 
Healthcare社）を用いて DNAの増幅を行った．このキットは，
プライマーや DNAポリメラーゼ，dNTP など反応に必要な試
薬が全て含まれており，規定の分量で混合し 30 ℃で 2 時間
加温することで DNA を増幅できる．DNA は T4 ファージ由
来の精製 DNA（終濃度 0.44ng/μl）を使用した．DNAの増幅
を蛍光でモニターするために，DNA に結合して蛍光を発す
る蛍光物質（SYBR Green I）を反応液に添加した．試薬調整 
 Fig. 12 Overview of the DNA amplification procedure. 
 
 
Fig. 13 Overview of the DNA amplification experiment. 
 
後の実験方法の概要を Fig. 13に示す．DNAと反応溶液を混
合した後，チャンバーデバイスに導入し，数回のピペッティ
ング操作を行った．続いて，疎水性流体を導入して，チャン
バーを区画化した（Fig. 5）.その後，デバイスを顕微鏡のス
テージに設置可能なホットプレートに乗せ，30 ℃で 2 時間
インキュベーションした．加温中の様子を蛍光顕微鏡で観察
した．1流路につき，DNA溶液は 5 μl，疎水性流体は 20 μl
使用した． 4. の実験と同様，D = 30 μmのチャンバーを用
いた． 
比較として，リアルタイム定量 PCRシステム（Mx 3005P, 
Agilent Technologies 社）を使用して，チューブ内での DNA
増幅の時間経過を計測した．チューブ内の反応液の総量は 20 
μl とした．また，対照実験として， DNAを PBS（緩衝液）
に置き換えた実験も合わせて行った． 
 
5.2 実験結果 
 チャンバー内の蛍光のタイムラプス画像を Fig. 14に示す．
DNA がない(b)では蛍光強度の増加が見られなかったが，
DNAを入れた(a)では，時間経過とともに蛍光強度が増加し，
120 分ほどで一定値に達した．蛍光強度が増加したことから，
DNAが増幅したことが確認できた．また，Fig. 15 に示す PCR
システムとチャンバーの時間変化による蛍光輝度値を比較
すると，どちらも DNA がないと一定の低い蛍光値を示し，
DNA を入れた場合は時間が経つと蛍光値が立ち上がり，
DNA の増幅が終わると一定の高い蛍光値を示すことを確認
した．この結果より，3 次元チャンバーデバイス内で DNA
を増幅させることが可能であることを確認した．本デバイス
は 1 細胞補足部に対して大きな余剰体積を有するため，1 細
胞由来の増幅産物をより多く取得できることが期待される． 
 
Fig. 14 Time-lapsed micrographs of the device. (a) With DNA. (b) 
Without DNA. Scale bar is 30μm. 
 
 
Fig. 15 Time course of the fluorescence intensity in the chamber 
and the test tube. 
 
6. 結論 
 本研究では，試薬の量を確保できる 3次元構造のマイクロ
チャンバーを用いた 1細胞解析デバイスを開発し，その評価
を行った．細胞封入実験では，チャンバー径 30 μmで 1細胞
封入効率 6 割を達成した．解析においては，1 細胞由来の酵
素活性を検出可能であることを確認した．また，チャンバー
内で DNAを増幅させることが可能であることを確認した． 
 今後，実際に 1細胞由来の発現解析や遺伝子配列解析を行
うためには，細胞を補足後に破砕し，細胞から抽出した DNA
を PCR または等温反応で増幅させるという，一連の流れを
実現するための入念な条件検討が必要である． 
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